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　Recombinant　human　interleukin－6　（rhlL－6）　has　been　shown　to　be　a　megakaryocyte　potentiator
（Meg－POT）　which　promotes　the　maturation　of　immature　mouse　megakaryocytes．　ln　the　present
study，　we　evaluated　the　effects　of　human　native　macrophage　colony　stimulating　factor　（M－CSF）　on
mouse　megakaryocytic　hematopoiesis　using　the　serum－free　culture　method．　Mouse　interleukin－3
（IL－3）　added　to　rhlL－6　increased　megakaryocyte　colonies，　colony　size　and　DNA　content　more
significantly　than　IL－3　alone，　thus　showing　Meg－POT　effects．　However，　these　Meg－POT　effects　were
neutralized　when　anti－rhlL－6　monoclonal　antibody　（anti－IL－6－antibody）　was　added．　Similarly，
M－CSF　showed　Meg－POT　effects　when　it　was　added　to　IL－3，　but　it　failed　to　form　megakaryocyte
colonies　when　it　was　used　alone．　These　Meg－POT　effects　were　also　neutralized　when　anti－IL－6
antibody　was　added　to　M－CSF．　These　findings　suggest　that　M－CSF　stimulates　macrophages　and
induces　them　to　secrete　IL－6　（Meg－POT）．
1．はじめに
　近年さまざまな造血因子が純化され，それら造血
因子の血液前駆細胞に与える影響が解明されてきて
いるが，巨核球・血小板産生の特異的調節因子はま
だ明らかではない．これは，巨核球・血小板産生過
程には他の血統の血球にはみられない複雑な機構が
存在するためである．すなわち，巨核球の分化・成
熟調節機構には2種類の因子が必要であるといわ
れ1），この観点から巨核球造血のメカニズムが解析
されている．第一の因子はそれを加えるだけで巨核
球コロニーが形成される巨核球コロニー刺激因子
（megakaryocyte－colony　stimulating　factor：Meg－
CSF）であり，第二の因子はそれだけ加えても巨核
球コロニーを形成させる活性はないが，Meg・CSF
とともに加えると巨核球コロニーのDNA含量の増
加，大きさの増加，成熟を促進させる作用のある巨
核球増幅因子（megakaryocyte　potentiator＝Meg－
POT）である．　Meg・CSFの作用のある造血因子と
してインターロイキン3（Interleukin　3；IL－3）2），
（1993年2月3日受付，1993年2月18日受理）
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granulocyte　macrophage　colony　stimulating　fac－
tor（GM－CSF）3｝，　Meg－POTの作用のある造血因子
としてII！64），　IL－11s），　erythropoietin（Epo）6），
macrophage　colony　stimulating　factor　（M－
CSF）’），　leukemia　inhibitory　factor　（LIF）8），　stem
cell　factor（SCF）9）などが知られている．
　付着細胞を除去した骨髄細胞を用い，Meg－CSF
の存在下でIL－6，　IL－11，　Epo，　LIFを添加すると，
巨核球のDNA量の増加，大きさの増加が認められ
Meg－POT活性を示すが，　Meg－CSFの存在下で付
着細胞を除去した骨髄細胞を用いM－CSFを添加し
てもMeg－POT活性は発現せず，付着細胞とともに
M－CSFを添加するとMeg－POT活性が発現する．
　そこで我々は，マクロファージよりIL－6が分泌
されることから，M－CSFがマクロファージを刺激
することにより，マクロファージからIL－6が分泌
されMeg－POT活性が発現するとの仮説をたて，マ
ウス骨髄細胞を用いてM－CSF，　IL－3，　IL－6，抗IL－
6抗体の巨核球造血に対する相互作用について無血
清培養法にて以下の実験を行なった．
II．材料及び方法
　1．マウス
　雄性BALB／c，4－8週令を使用した．
　2．造血因子（サイトカイン）
　IL－3，　IL6，抗IL－6抗体はGenzyme社より購入
し，M－CSFはミドリ十字社より供与された．実験に
用いたそれぞれのサイトカインは次の通りである．
　IL－3＝マウスTcell　lymphoma　cell　lineである
LBRM－33細胞のcDNAを用い得られたRecom－
binant　Human　IL3．　IL－6：ヒト胎児腎細胞より作
製されたIL－6　cDNAをchinese　hamster　ovary
（CHO）細胞にトランスフェクトしえられた
Recombinant　human　IL－6．抗IL－6抗体：Recom－
binant　human　IL－6に対するモノクロナール抗体．
M－CSF：ヒト尿由来の天然型マクロファージ刺激
因子（ミリモスチム）．各サイトカインは，IL－3100
U／ml，　IL－650　ng／ml，　M－CSF　8μg／mlの濃度で使
用し，抗IL－6抗体は10μg／mlの濃度で30－90　ng／
mlのIL－6を中和することがわかっているため，各
種濃度で以下10系の実験を行なった．
CD　100　U／ml　IL－3
＠　100　U／ml　IL－3＋50　ng／ml　IL－6
③100U／ml　lL－3＋50ng／ml　lL－6＋5μ9／ml抗
IL－6抗体
④100U／ml　IL－3＋50ng／ml　IL－6＋10μ9／ml抗
IL－6抗体
⑤100U／ml　IL－3＋50ng／ml　lL－6＋20μ9／m1抗
IL－6抗体
＠　100　U／ml　IL－3＋8ptg／ml　M－CSF
＠　8ptg／ml　M－CSF
⑧100U／m11L－3＋8μ9／ml　M－CSF＋5μ9／ml抗
IL－6抗体
（D　100U／ml　IL－3＋8ptg／ml　M－CSF＋10　ptg／ml
抗IL－6抗体
（［D　100U／ml　IL－3＋8ptg／ml　M－CSF＋20　ptg／ml
抗IL－6抗体
　3．無血清培養法及び巨核球コロニー測定法
　培養材料
　1）プラスチック培養皿（LUX　5221）
　2）培養液
　以下の条件の培養液をあらかじめ作製しておく．
O　IMDM　（lscovE’s　modified　DuLBEcco’s
medium）（Gibco社）
　IMDM　17．7gを1000　m1の蒸留水に溶き7％炭
酸水素ナトリウム20m1加えたものを1倍濃度の
IMDMとし，　IMDM　17．7gを500　mlの蒸留水に
溶き7％炭酸水素ナトリウム20ml加えたものを2
倍濃度のIMDMとした．
②ウシ血清アルブミン（Sigma社）
　Fraction　Vのウシ血清アルブミン10　gを40　ml
の蒸留水に溶き4℃で24時間暗所に静置し，レジン
1gを加え青色のレジンが黄色になったら更にレジ
ン1gを加え1時間放置する．その間15分毎に泡を
たてないようにガラス棒でゆっくり撹拝する．それ
をガーゼで濾過し，レジンを除き液量を測定し，同
量の2倍濃度のIMDMを加え，ミリポアフィルタ
ーを通して滅菌し一20℃で保存する．
③トランスフェリン（Boehringer社）
　30ng／mlのトランスフェリンを4℃で保存する．
④コレステロール（Sigma）
　3．9mgのコレステロールに0．4mlの無水アルコ
ールを加え，50℃で1時間かけて溶解し，それに前
述したウシ血清アルブミン5ml，7％炭酸水素ナト
リウム0．2m1，1倍濃度のIMDM　45　mlを加え最
終濃度78μg／mlとし4℃で保存する．
⑤寒天（Difco社）
　寒天0．3gを蒸留水25m1とともにフラスコに入
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れ，沸騰した水に15分間温浴し寒天を溶解し，1．2％
軟寒天を作製後41℃の恒温槽で保存する．
　3）骨髄細胞
　BALB／cマウスを，頸椎脱臼で屠殺後大腿骨を取
り出して両骨端を切り，1倍濃度IMDM　lmlで試
験管の中に流しだす．その細胞浮遊液100μ1を900
μ1のトリパンブルーと混和．生細胞をカウントし，
2000個／μ1となるよう細胞浮遊液を調節する．
　4）無血清培養法
　この調節した細胞浮遊液に，先に用意したトラン
スフェリン0．1ml，コレステロール0．5ml，ウシ血
清アルブミンO．5　ml，各種サイトカイン，1倍濃度の
IMDMを加え総量2．5mlとなるようにする．更に
L2％軟寒天1．25　ml，2倍濃度のIMDM　1．25　ml
加え合計5mlとし，その1mlずつを培養皿（LUX
5221）に分注する．即ち最終的に骨髄細胞2×los個／
ml，ウシ血清アルブミン1％，トランスフェリン600
μg／ml，コレステロール7．8μg／mlと各種濃度のサ
イトカインを0．3％軟寒天に埋め込むことになる．
これを37℃5％CO2の条件下で7日間培養する．
　5）巨核球コロニー測定法
　培養終了後寒天ごと乾燥固定し，マウス巨核球に
特異的マーカーであるアセチルコリンエステラーゼ
（AchE）染色ユ。）を施し，3個以上のAchE陽性細胞
からなる細胞集塊を巨核球コロニーとして算定し
た．
　4．巨核球1）NA含量の測定法
　培養終了後寒天ごと乾燥固定しフォイルゲン染色
を施し11）CAS　200　R（Ce11　Analysis　System社）に
て巨核球DNA量を測定した．コントロールとして
同じ標本上にある成熟穎粒球のDNA量を5回測定
し，その平均を2Nとした．
III．結 果
　IL、・3，　IL・6，　M－CSFの巨核球コロニー形成，コ
ロニーサイズに与える影響
　IL3単独，　IL－3とIL6，　M－CSF単独，　IL－3と
M℃SF，各種濃度の抗IL6抗体を無血清培養下で
加えた巨核球コロニー数をFig．2，3に示す．
　IL－3単独に比べ，　IL－3とIL－6，　IL－3とM－CSF
の培養系で巨核球コロニー数は相乗的に増加した．
M－CSF単独ではコロニー形成を殆ど認めず，　M－
CSFはMeg－CSF活性を有さない．　IL－3とIL－6，
IL－3とM－CSFの何れでも抗IL－6抗体を加えるこ
とにより濃度依存性にコロニー数を減少させた．
　コロニーサイズをFig．4，5に示す．コロニーサイ
ズもIL3単独に比べIL－3とIL－6，　IL－3とM－CSF
の培養系で増加を認めたが，抗IL－6抗体による影
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Fig．　2　The　number　of　megakaryocyte　colonies
　　　formed　by　2×　105　cells　is　shown．　Effect　of　IL－
　　　3，　IL－3　plus　IL－6，　IL－3　plus　IL－6　plus　5”g／
　　　ml　anti　IL－6　antibody，　IL－3　plus　IL－6　plus　10
　　　”g／ml　anti　IL－6　antibody　and　IL－3　plus　IL－6
　　　plus　20＃g／ml　anti　IL－6　antibody　on　mega－
　　　karyocyte　colonies．　Data　represent　the
　　　mean　±　SD　of　pooled　data　from　three　sepa－
　　　rate　experiments．　Differences　between　col－
　　　ony　numbers　are　analyzed　using　the　Mann
　　　Whitney’s　U　test．　Significant　differences
　　　from　IL－3　alone　is　indicated．　（P〈O．05）
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Fig．　7　Ploidy　distribution　of　megakar－
　　yocyte　colonies　stimulated　by　IL－3，
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響は有意には認められなかった．
　IL－3，　IL－6，　M－CSFのDNA量に与える影響
　IL－3単独，　IL－3とIL－6，　IL－3とM－CSF，　IL3・
IL－6と10μg／ml抗IL－6抗体，　IL－3・M－CSFと10
μg／ml抗IL－6抗体の系においてDNA量を測定し
た．（Fig，6，7）IL－3単独では最大が16　Nであった
が，IL－3とIL－6，　IL3とM－CSFの培養系では最
大が64NとDNA：量は増加し，抗IL6抗体を添
加することによりDNA量は減少した．それぞれの
平均は，IL－3単独では7，11　N±3．19　N，　IL－3＋IL－
6では12．9N±9．67　N，　IL－3十M－CSFでは11．1
N±9．95N，　IL3＋IL－6＋抗IL－6抗体では10．5
N±8．48N，　IL－3＋M－CSF＋抗IL6抗体では6．50
N±4．85Nであった．この結果よりIL6，　M－CSF
はIL－3共存下でMeg－POT活性を発現した．
IV．考 察
　巨核球の分化，成熟機構についてはWilliamsが
two・factor　theoryを提唱し1），現在もこの観点から
解析されている．これは血小板産生過程には多能性
幹細胞に由来する巨核球コロニー形成細胞（Mega・
karyocyte　colony－forming　unit：CFU－Meg）が分
化増殖する過程とCFU－Megに由来する巨核球前
駆細胞がendomitosisを繰り返して成熟し，血小板
を産生する過程があり，前者にはmegakaryocyte
colony　stimulating　factor（Meg－CSF）が，後者に
はmegakaryocyte　potentiator（Meg－POT）が必要
であるとされている．
　Meg－CSFとしてpokeweed　mitogen刺激脾細胞
培養上清（PWM－SCM）12），マウス骨髄単球白血病
細胞培養上清（WEHI－3　CM）に活性が見出されて
いたが，Williamsら13）は，　WEHI－3　CMから
Meg－CSFを純化しそれに対する抗体を作製しIL－3
を添加したところそのMeg－CSF活性は完全に消失
したので，WEHI－3　CMに認められるMeg－CSF活
性はIL－3そのものであると考えた．　Robinsonら3）
はGM－CSFもMeg－CSF活性を示し，その活性は
IL3を同時に添加することにより更に活性が高ま
ると報告したが，IL－3，　GM－CSFそれぞれ単独に投
与した際のMeg－CSF活性の和がIL－3とGM－CSF
を同時に添加した時の活性とほぼ同程度であったた
め，それぞれは独自にMeg－CSF活性を発現する可
能性を示唆した．また，GM－CSFのMeg－CSF活性
はIL－3のそれの40％であるとしている．　Bruno
（5）
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ら14）は，ヒトのCD　34＋DR＋骨髄細胞を用いIL－3，
GM－CSFはそれぞれMeg－CSF活性を示すが，　IL－
3は抗GM－CSF抗体で，　GM－CSFは抗IL－3抗体
でMeg－CSF活性が中和されないとし，　IL－3と
GM－CSFは，それぞれ独立した系でMeg－CSF活性
を発現するとした．同時に彼らはIL－1　aとIL－6を
同時に添加するとMeg－CSF活性が発現し，その活
性が抗IL－3抗体により中和されることよりIL1
α／IL－6の系が新たにIL－3を産生するのではない
かと推察している．いずれにしてもIL－3が旧刊球
造血においてMeg－CSFとして重要な因子であるこ
とは間違いない．
　Meg－POTはそれだけでは巨核球コロニーを形成
させる活性はないが，Meg－CSFとともに加えると
巨核球コロニーのDNA量の増加，巨核球の大きさ
の増加二二核球成熟を促進する作用がある．抗血小
板抗体をマウスに投与すると著しい血小板減少状態
を惹起することができる15）．この血小板減少状態の
マウス血漿を健常マウスに投与すると血小板の産生
が充進ずる16）ことから，この中に勿伽0で血小板
産生を促す因子が存在するとされ，トロンボポエチ
ン（thrombopoietin：Tpo）と呼ばれており，この
TpoはMeg・POTと同義語として用いられている．
　最近各種サイトカインのMeg－POT活性が報告
されてきている．特にIL－6に強いMeg－POT活性
が発現しており，Williamsら17）は骨髄細胞培養上
清や肺組織培養上清にMeg－POT活性が認められ，
この活性が抗IL－6抗体で中和されることより，こ
のMeg－POTの活性はIL－6ではないかと報告し
た．またIshibashiら4）は，　Human　IL－6がin　vitro
においてIL3とともに加えるとMeg－POT活性が
発現されると報告し，勿伽。でもマウス血小板数を
1．5倍に増加させると報告した18）．IL－11，　LIFにも
同様に強いMeg－POT活性が報告されている．5）8）
　M－CSFはヒト尿中に発見された分子量84　KDの
糖タンパク質であり，in　vitroにおいて骨髄単球一
マクロファージの存在下で，IL3共存下における骨
髄巨核球コロニー形成を有意に増加させ19），Ter－
amuraらは20），　IL－3の存在下でM－CSFが巨核球
のDNA量を増加させる報告している．今回われわ
れの実験においても，IL3とともにM－CSFを加え
ることによって巨核球コロニーを構成する巨核球の
数，サイズ，DNA量が，　IL3単独に比べ相乗的に
増加することが確かめられた．しかし，M－CSFの
Meg－POT活性はIL－6に比較すると弱かった．ま
た抗IL－6抗体を加えるとM－CSFのMeg－POT活
性が中和された．元吉ら19）は，貧食細胞を除去した
骨髄細胞を用いた場合にはM－CSFはIL－3の共存
下で巨核球コロニー形成細胞数の増加を認めなかっ
たと述べていることも考え合わせると，M－CSFの
Meg－POT活性は，　M－CSFがマクロファージを刺激
することによりマクロファージよりIL－6が分泌さ
れ，Meg－POT活性を発現する間接的作用であると
考えられた．しかし今回の実験では全骨髄細胞を用
いているため，抗IL－6抗体によってMeg－POT活
性は中和されるが，マクロファージより分泌される
Meg－POT活性のある物質がIL6だけかどうかは
不明であり，他のMeg－POT活性を有する種々のサ
イトカインの抗体を用いた培養も必要であると考え
られた．
　TpoとMeg－POTは同義語として用いられてい
るが，その物質の完全な純化・遺伝子のクローニン
グは成されていない．Tpoが既知のサイトカインに
あるのか，サイトカインネットワークによるものな
のか，または未知のサイトカインなのか今後更に検
討を要すると考えられる．
V．結 語
　1．M－CSFはIL－3の共存下でマウス巨核球の
コロニー数，サイズ，DNA量を増加させMeg－POT
活性を示した．
　2。M－CSFのMeg－POT活性は抗IL－6抗体に
よって中和された．
　3．M－CSFのMeg－POT活性は，　M－CSFが骨
髄細胞中のマクロファージを刺激し，マクロファー
ジよりIL－6が分泌されMeg－POT活性が発現する
間接的作用であると考えられた．
　4．M－CSFのMeg－POT活性が，マクロファー
ジからのIL－6のみの分泌刺激によるのか，あるい
はMeg－POT活性を有するIL－6以外のサイトカイ
ンも介する機序によるのか今後更に検討を要する．
　稿を終えるにあたり，御指導，御校閲を賜りまし
た伊藤久雄教授，代田常道講師に感謝の意を表しま
すとともに，核DNAの御指導頂きました外科小中
千守助教授，池田徳彦博士，無血清培養法を御教示
して頂いた東京女子医科大学内科寺村正尚博士，な
らびに御協力頂きました東京医科大学第三内科の教
室員各位，当講座実験助手野本さい子女子に感謝申
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